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英文缩写  英文全称       中文全称 
GNAO1   guanine nucleotide binding protein   鸟嘌呤核苷酸结合蛋白 
(G protein), alpha activating activity (G 蛋白), α 激活活性 
 polypeptide O      肽 O 
cAMP   adenosine 3’5-cyclic monophosphate 3',5'-环磷酸腺苷 
PKA   protein kinase A      蛋白激酶 A 
UTR   untranslated region     非翻译区 
AC    adenylate cyclase     腺苷酸环化酶 
IP3    inositol 1,4,5-trisphosphate   1,4,5-三磷酸肌醇 
STAT3   signal transducer and activator  转录激活子 3 
     of transcription 3 
GC    gastric carcinoma     胃癌 
HCC   hepatocellular carcinoma    肝癌 
HER2   human epidermal growth factor  人类表皮生长因子 
receptor 2       受体 2 
MET   epithelial- mesenchymal transition  上皮间充质转化 
NER   Nucleotide excision repair   核苷酸切除修复 
EGFR   epithelial growth factor receptor  表皮生长因子受体 
ERCC   excision repair cross complementing 核苷酸切除修复交叉互 
             补基因 
PS    Phosphatidylserine     磷脂酰丝氨酸 
PAGE   polyacrylamide gelelectrophoresis  聚丙烯酰胺凝胶电泳 
CCK-8   Cell Counting Kit-8     细胞增殖检测试剂盒 
PARP   poly ADP-ribose polymerase   多聚腺苷二磷酸核糖多 
             聚酶 
Puma   p53 up-regulated modulator of   p53 上调凋亡调控因子 
apoptosis  






















的体细胞突变，其中包括 G 蛋白偶联受体通路中的一个突变基因——G 蛋白亚基
基因 GNAO1，并有研究表明 GNAO1 的突变或表达降低与乳腺癌、肝癌等的发生






Kaplan-Meier 法对 GNAO1 阴性和阳性表达患者进行生存分析，并用 Cox 回归分析
法评估胃癌预后相关因素及其独立性；转染小干扰 RNA（siRNA）干扰 GNAO1 基






1． 免疫组化结果显示 GNAO1 在 44 例胃癌组织中（44/70，62.9%）高表达，在癌
旁组织中不表达。 
2． GNAO1 高表达与胃癌预后不良相关。 




















5． 划痕试验显示：干扰 GNAO1 能在一定程度上抑制肿瘤细胞的迁移。 
6． 衰老相关 Beta-gal 染色实验显示，干扰 RNA 处理后，胃癌细胞衰老染色阳性
率较阴性对照组有所提高。 
7． Western-blot 结果显示与阴性对照组相比，干扰 RNA 处理后胃癌中凋亡相关蛋
白 puma、Bim 及 PARP 水平明显增高，ERK1/2 表达降低。 
结论：本研究首次研究了 GNAO1 在胃癌组织中的表达情况及其与胃癌预后的
关系，并发现了其可通过 ERK 信号通路抑制胃癌细胞的凋亡，进而促进胃癌增殖。
另研究发现 GNAO1 在胃癌细胞的迁移和衰老过程中起到一定的作用。 
 



























Background and Aims In early gastric carcinoma, for lack of the specific symptoms 
and signs, the 5-year surgical survival rate in advanced gastric carcinoma is low and the 
prognosis is worse. Therefore, it isessential to explore the early gastric carcinoma 
diagnosis and its pathogenesis. A recent study using mismatch repair detection 
technology and complementary approach found several somatic mutations in human 
cancers, including a mutant gene of G-protein coupled receptor pathway-G protein 
subunit gene GNAO1. Which recent studies have found potentially have a more 
significant role in cancers, such as breast cancer and hepatocellular carcinoma ( HCC). 
However, to date, the expression and possible roles of GNAO1 in gastric cancer have 
never been established. The purpose of the present study is to explore the expression of 
GNAO1 protein in gastric cancer tissue and analyze the correlations between the Gαo 
expression and the clinicopathological parameters of patients with gastric cancer, as well 
as to investigate the effects of GNAO1 protein on biological behaviors of gastric cancer 
cells. 
Methods In this study, we detected the expression of GNAO1 in gastric cancer 
tissues and corresponding adjacent tissues by immunohistochemistry; we performed 
survival analysis using the Kaplan–Meier method for patients with positive and negative 
GNAO1 expression and prognostic significance of parameters in gastric cancer was 
further confirmed in Cox regression model; we knocked down the expression of GNAO1 
using small interfering RNAs ( siRNAs); CCK-8 assay and colony formation assay, flow 
cytometry, scratch test, senescence-associated β-galactosidase staining, western-blot 
assay were conducted after the transfection of siRNAs to reveale changes of proliferation, 
cell apoptosis and cell cycle, invasiveness capability, cell senescence, apoptosis-related 
proteins and relevant signal pathways proteins, respectively. 
Results 
1. The results of immunohistochemistry indicate that Gαo was overexpressed ( scores 

















of corresponding adjacent tissues. 
2. The overexpression of GNAO1 was associated with poor prognosis of gastric cancer 
patients. 
3. CCK-8 assay and colony formation assay revealed that GNAO1 siRNAs 
significantly inhibited the cell proliferation and colony formation rate compared with 
negative control group, and the effects correlated with time to a degree. 
4. Flow cytometry showed that more apoptotic cells in groups transfectd with GNAO1 
siRNAs than negative control group, but no obvious alteration of cell cycle was 
discovered. 
5. Scratch test indicated that GNAO1 siRNAs can inhibite cancer cell migration to 
some extent. 
6. senescence-associated β-galactosidase staining displayed an increase in SA-b-Gal 
activity in GNAO1 siRNAs treated groups. 
7. Our results indicated GNAO1 siRNAs significantly increased the protein levels of 
puma, Bim and PARP and the levels of ERK1/2 were also obviously decreased.  
Conclusion In this study, we showed for the first time that GNAO1 overexpressed in 
gastric cancer and was associated with poor patient prognosis. GNAO1 might participate 
in the regulation of proliferation in GC cells through affecting cell apoptosis, which 
might be partially regulated by ERK inactivation. Besides, we found that GNAO1 plays a 
role in cancer cell migration and senescence. 
 


















全文英文缩略词表 ............................................................................... I 
中文摘要 .............................................................................................. II 
Abstract ............................................................................................. IV 
目 录 .................................................................................................. VI 
Table of Contents ........................................................................... VIII 
第一章 前 言 ................................................................................... 1 
1 人类 GNAO1 基因的研究现状 ................................ 1 
2 GNAO1 与疾病的关系以及机理 ............................... 2 
3 人类胃癌预后相关分子生物学研究进展 ........................ 3 
4 本课题的研究目的及意义 .................................... 5 
第二章 材料与方法 ......................................................................... 7 
1 组织样本收集 .............................................. 7 
2 细胞株及 siRNA ............................................ 7 
3 主要试剂及耗材 ............................................ 7 
4 主要仪器和软件 ........................................... 11 
5 实验原理和方法 ........................................... 12 
5.1 免疫组织化学染色法 ..................................... 12 
5.2   细胞计数 .............................................. 13 
5.3 细胞 siRNA 转染 ........................................ 14 
5.4 CCK-8 比色法增殖试验 .................................. 14 
5.5 平板克隆形成试验 ....................................... 15 

















5.7 划痕试验 ............................................... 17 
5.8 流式细胞仪检测凋亡情况 ................................. 18 
5.9 流式细胞仪检测周期改变 ................................. 18 
5.10  蛋白样品收集与浓度测定 ................................. 19 
5.11 Western blot 试验检测蛋白表达 ............................ 20 
5.12  统计学方法 ............................................. 22 
第三章 实验结果 ........................................................................... 23 
1 临床病理资料归纳整理 ..................................... 23 
2 GNAO1 在胃癌组织中表达上调及与胃癌预后相关 .............. 23 
3 siRNA 的转染效率以及干扰效果 ............................. 26 
4 GNAO1 影响胃癌细胞生物学特征 ............................ 27 
5 GNAO1 通过抑制 ERK 通路下调促凋亡蛋白抑制胃癌细胞的凋亡 . 32 
讨 论 ................................................................................................ 33 
1 GNAO1 在胃癌中的表达及其临床意义 ........................ 33 
2 GNAO1 在胃癌细胞中的功能及其作用通路 .................... 34 
结 论 ................................................................................................ 37 
参 考 文 献 .................................................................................... 38 
综 述 ................................................................................................ 43 
个人简介 ............................................................................................. 51 



















Table of Contents 
Table of English Abbreviation..........................................................Ⅰ
Abstract in Chinese...........................................................................Ⅱ
Abstract in English............................................................................Ⅳ 
Table of Contents in Chinese............................................................Ⅵ 
Table of Contents in English.....................................................Ⅷ   
Chapter 1 Introduction.......................................................................1 
1 Structure & function of human GNAO1 gene………………………..........1 
2 Relationship between GNAO1 and diseases & mechanism…………….2 
3 The research progress of molecular biology on prognosis of human gastric 
carcinoma....................................................................................................................3 
4 Purose and significance of the reseach…………………………...……..….5 
Chapter 2 Materials and methods……………………………...…..7 
1 Recruitment of tissue specimens from GC patients……………...…….....7 
2 Cells and siRNAs…………………………………………….……..…...…...7 
3 Reagents and Supplies…………………...……….…………………….….. 7 
4 Instrumentation and software………………………………..……………11 
5 Experimental principles and methods.....……….…………...……...…... 12 
 5.1 Immunohistochemistry…………………………………………… .12 
 5.2 Cell counting…………………………………………………. . .… .13 
 5.3 Cell transfection with siRNA………………………………...……14 
 5.4 CCK-8 colorimetry proliferation assay ……………………....……14 
 5.5 Plate clone formation assay…………………………………....…...15 
5.6 Senescence β-Galactosidase Staining……………………….....…..16 
 5.7 Scratch test………………………………………………. ...………17 

















 5.9 Flow cytometry to  examing cel l  cycle…………… . .… . .… . .18 
5.10 Protein sample collection and measurement of concentration…..…..19  
5.11 Detection of protein expression by western blot…………….…......20 
5.12 Statistical methods…………………………………………………22 
Chapter 3 Results……………..……………………………………… .….23 
1 Clinicopathological characteristics of the recruited Patients…….……...23 
2 The expression panel of GNAO1 in gastric cancer and its prognostic 
significance…………………………………………………………………………23 
3 Transfection and interference efficiency of siRNA…………………….....26  
4 GNAO1 plays roles in the biological characteristics of gastric cancer 
cells…………………………..……………….…………………………………….27 
5 GANO1 inhibits the apoptosis of GC cells by downregulating expression of 
pro-apoptotic proteins which possibly mediated by ERK activation…………..32 
Discussion…………………………………………………… ...……33 
1 The expression panel of GNAO1 in gastric cancer and its clinical 
significance…………………………………………………………………………33 























第一章 前 言 




总分子量为 100kDa 左右，其中，α 亚基作为功能亚基，不同的 G 蛋白由不同的 α
亚基构成, 而 β、γ 亚基则以二聚体的形式发挥辅助作用。G 蛋白是信号转导网络
的中枢，调节其活性至关重要, G 蛋白因其类型不同在信号传递的过程中扮演着不
同的角色。 
根据目前已发现的 16 种哺乳动物的 α 亚单位基因的基因结构、核苷酸序列同
源性以及编码氨基酸序列的同一性等,可将 G 蛋白分为 4 大类[1-3]：(1)αs 类：包括
Gnαs、Gnαl；(2)αi 类：包括 Gnαil-3、Gnαg、Gnαo、Gnαtl-2、Gnαz；(3)αq 类:
包括 Gnαq、Gnαl1、4、5；(4)α12 类：包括 Gnαl2、Gnαl12、Gnαl13。G 蛋白亚单
位基因最大的结构特点是它们的启动子区通常缺乏 TATA 盒子，但富含 GC 区域。αi
和 αq 类基因分别由第 7 个和第 8 个外显子编码蛋白产物。Gαi 类和 Gαq 类有 6 个
内含子位置是相同的，仅在内含子 1 和 2 之间 Gαi 类比 Gαq 类另外多出一个内含子。
Gnαo 基因的结构类似于 αi/αq 类基因[4]，但在外显子 7B 和 8B 下游多出两个与外显
子 7B、8B 同源性非常高的外显子 7A 和 8A，αoA 和 αoB 蛋白就是分别由这两对
外显子选择性剪接而生成的互补脱氧核糖核酸（cDNA）编码的。Go 蛋白是大脑中
主要的 G 蛋白，对离子通道可能有调节作用。 
G 蛋白耦联受体是细胞信号转导过程重要的组成部分。1000 多种不同的 G 蛋
白偶联受体，分别由激动型 G 蛋白（Gs）和抑制性 G 蛋白（Gi）介导，通过激活
或抑制腺苷酸环化酶，调节细胞内 3'，5'-环磷酸腺苷（cAMP）的含量，调节蛋白




















Gαo 蛋白由 GNAO1 基因编码，属于 G 蛋白 α 亚基家族，多表达于神经组织中。
人类 GAo 基因（GNAO1）长约 100kb，包含 11 个外显子（1~6、7B、 8B 、 7A、
8A、9）[4]。其中外显子 9 位于 3'非翻译区（UTR），外显子 1 和 8A 也分别含有 5’
非翻译区和 3’非翻译区。5.侧翼区富含 G+C，包含 5 个 GC 盒，不含 TATA 盒，
出现 2 次重复序列 TCCTCCTCC 在 5’侧翼区。G 蛋白 α 亚基基因蛋白与其他亚基
类型的 G 蛋白一样，当 G 蛋白偶联受体和配体结合后与其相互作用，α 亚基结合的




2 GNAO1 与疾病的关系以及机理 
GTP 结合蛋白（G 蛋白），分为单体 G 蛋白（一条多肽链）和多亚基 G 蛋白（多
条多肽链组成）两种组成类型。G 蛋白参与细胞的多种生命活动，如识别激素、传













































对 G 蛋白基因的研究不仅包括对体内 G 蛋白基因表达调控的研究，对 G 蛋白




































基因表达上调与胃癌预后不良有关。位于染色体 17q21 的人类表皮生长因子受体 2
（HER-2）/neu 基因，编码的跨膜蛋白分子量大小 185Kda，为具有酪氨酸激酶活
性的原癌基因。在生物分子水平上，HER2 途径是负责 DNA 损伤修复。Park[18]等研
究指出，HER-2/neu 基因高表达于 3.8% 的胃癌患者，并且弥漫型胃癌患者的
HER-2/neu 基因表达水平更高，并且 HER-2/neu 基因过表达可作为一个独立的胃
癌的预后指标，可能成为一个人源化单克隆抗体治疗靶标。 
细胞周期蛋白 p21 或 p27 表达的胃癌患者预后较好，可作为胃癌独立预后因素。
在肿瘤患者中，p27 表达的减少是不良预后标志[19]，P27 表达下调与胃癌进展、肿
瘤浸润深度和淋巴结转移显著相关。P21 则通过抑制 CDK 激酶磷酸化导致细胞周
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